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1 . は じめに
2001年2月, ヒ トゲ ノ ム の ド ラ フ ト配列が Co11in s博
士率い る国際コ ン ソ ー シ ア ム と, Venter博士率い る セ
レ ラ杜の 双方から発表された. W atson 良 Crick に よ っ
て D N Aの 二重らせ ん構造が発表された1953年4月 から
丁度半世紀50年目に当たる2003年4札 ヒ トゲノ ム の解
読終了が全世界的に宣言さ れる . 科学者の 関心 は ｢ ゲノ
ム 配列解読後の 次は何をする ベ きか+ と いう次の段階に
進み , 医学生物学研究は ｢ ゲノ ム 解読+ の 時代から ｢ポ
ス トゲ ノ ム+｢ポ ス ト シ ー ク エ ン ス+ の 時代に入 っ た と
言われる . すなわち, 研究対象各生物で ｢ゲ ノ ム 全配列
の解読は終 っ たが, そ の ゲ ノ ム から発現されるタ ン パ ク
質 の構造, 機能 , 相互関係はどうな っ て い る の か+ を解
明するこ と に研究の中JL､が移り つ つ ある . 実際 に , ｢ ゲ
ノ ム+ ｢ゲ ノ ミ ク ス+ と いう語よりも ｢プ ロ テ オ ー ム+
｢プ ロ テ オ ミ ク ス+ と いう欝の方が より頻繁に聞か れる
気さえする こ の頃 である . そ の主役は勿論 ｢タ ン パ ク質+
であり , 2002年ノ ー ベ ル 化学賞を受賞 した 田中耕 一 氏
(島津製作所) の受賞理由 ｢生体高分子の 同定お よび構
造解析の ため の手法の 開発+ も ｢タ ン パ ク質分析技術と
し て の質量分析法 M A L D I(M atrix-AssistedL且Z e rDis-
o rption/Io nization) の 開発+ に よ るもの で あり, そ れ
はそ の まま時代の安着, 世界の 研究の 流れを象徴して い
る . ｢タ ン パ ク質の 構造機能+ 研究の 申で ｢構造 プ ロ テ
オ ミ ク ス+ として の ｢構造生物学+ や , ｢機髄プ ロ テ オ
ミ ク ス+ として の ｢タ ン パ ク質タ ン パ ク質相互作用+ 解
析はそ の中心課題で あり , 後者の ための基盤テク ノ ロ ジ ー
の ひ と つ が , 米国Stan1ey Field昌博士が考案した ｢酵母
Tw o-flybrid シ ス テ ム (Ye a st Tw o-Hybrid System)+
で ある . そ して , そ の後 , 本法 は, 相互作用を解析する
反応の場とし て の宿主を ｢ 酵母+の みな らず, ｢ 晴乳類
細胞+ や ｢細菌+ にd;げ, また , ｢Tw o･ Eybrid+ の み な
らず ｢Rev ers eTw o･ EybridJ｢La rge-Sc aleTwo -tlybridJ
｢One- HybridJ｢Three-Hybrid+ 等と呼ばれる各種実験
系に進化を遂げ続けており , 真菌研究をはじめ医学生物
学研究全般における基盤技術の ひ と つ に な っ て い る .
と こ ろ で , 酵母は, それそ の もの を対象と して 研究さ
れて釆た こ とは勿論であるが, 真核多細胞生物の モ デ ル
として も精力的に研究され て 釆た . 解楯系をはじめさま
ざまな代謝経路が酵母を材料と して詳細に研究され, ま
た, 酵母変異体はさまぎまな生命現象の有用な解析材料
と して生化学, 分子生物学, 分子過伝学, 生理 学, 細胞
生物学など, あらゆる生命科学の分野で活躍して い る .
ま た , 更 に は古来からの ア ル コ ー ル 発酵や , パ ン製造な
ど は勿論の こと, 近年のリ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク質を発
現させ る宿主とし て B型肝炎用 ワ ク チ ン 製造な ど有用
物質の生産などの分野でも, 酵母は広く活躍 して い る .
酵母は ヒ トが古米から現代に至るまで最も良く利用し ,
研究し て釆た生物で ある こと は間違い な い が, 本稿 で 述
べ る ｢酵母Tw o-fly･brid法+ ち, 酵母が up-to-date に
生命科学研究に極め て大きな責献を■して い る良 い例と言
え る . 細胞内情報伝達磯構の解析などを例に取る ま で も
なく, 生物 のお よそ すべ て の 現象の研究に お い て , タ ン
パ ク質タ ン パ ク質相互作用の解析は必須の こと であり ,
既知 の タ ン パ ク質同士の結合を解析したり, あるタ ン パ
ク質と相互作用する分子を探索 , ク ロ ー ニ ン グする ため
の方法として も ｢酵母Tw o- Hybrid法+ は現在最も 一 般
的な手法として盛ん に使われ て い る . 酵母を用い た テ ク
ノ ロ ジ ー が 酵母周辺のみな らず, 生物学研究全体に活用
され , 多大な情報を提供し つ つ あ り , 酵母が 医学生物学
全体の進歩に多大に貢献して い る と言える .
近年, 真核生物として ほ最も早く (1996年4月24日),
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出芽酵母Sa ccharoTnyCeS CeT.eUIsia eの 全ゲ ノ ム 配列 が
決定 . 公開さ れた . 更 に, 全ゲノ ム 配列が解読さ れた真
核生物と して は, 出芽酵母, 線虫, シ ョ ウ ジ 畠 ウ パ エ ,
シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ , ヒ ト に 次 い で 6番目の 生物と し て ,
2001年, 分裂酵母 Schizos a c cha r o TnyC eS POTnbe の 全ゲ
ノ ム 配列も既 に決定され て い る . 本稿 で扱う ｢酵母Tw o-
Hybridシ ス テ ム+ は近年 , Sa cha T･O myCeSG et.e Oisla e
を用い て タ ン パ ク質問相互作用な どを比較的簡便に , し
かも高感度 に調 べ る こ との できる極め て 優れた方法であ
り, 細胞周期制御機構, シ グ ナ ル伝達経路研究な ど の 分
野をはじめ, 多く の生命現象解析の場で盛ん に使わ れ て
い る. な ぜ な ら, タ ン パ ク質と他の生体高分子 , とりわ
けタ ン パ ク質タ ン パ ク質相互作用桔生物が多種多様な生
理機能を発現するため の分子的基盤に な っ て い る から で
ある , ま た, 夕 シ バ ク質問相互作用を調 べ る ため に近年 ,
頻用され て い る他 の方法 ( 表1) と し て は , ビ ア コ ア
Bia c o re を用 い た表面プラ ス モ ン 共鳴Su rface P1881nOn
Reso n an ce, in vitro ま たはin viv o免疫共沈, G ST P11 11
dow n a s say 等があり , それらの方法は酵母Tw o -耳ybrid
接で得られたタ ン パ ク質問相互作用を確証検証するため
の良 い方法ともなる .
衰1 タン パ ク質タ ン パ ク質相互作用研究の ため の
種 々 の実験技術
● Ye a st Tw oI Eyb ri d Syste m
･ Su rfa c ePla s m o IIRe s o n a n c e(B IAc o r e)
･ Coirn m u n opr e cipitation (h viv o, In vitro)
･ Colo c aliz atio z1(In viv o,In vitr o)
■･ G S T Pull- Do w nAss ay
･ Filter Ov e rlay A昌B ay
本稿で は細か い 実験プ ロ ト コ ー ル の 提供を目的とはせ
ず, ｢酵母Tw o- Hyb rid法+ 及びそ の周辺の 最近の 動き
などを概括的に記述するに とどめ, 更 に詳細を知りたい
場合に は, 各 々 に つ い て の情報ソ ー ス をな る べ く挙 げて
参照しやすくした の で , 参照して い ただきた い . 本法を
活用して読者の研究が進展する ことがあれぱ筆者の望外
の喜び である.
2 .
n
Ye a stTw oI Hybrid Syste m
”
の 開発者
Sta nley Fields 博士
酵母T wo - Hybrid シ ス テ ム の 開発の経緯, 科学史的な
歴史的背景は そ の 開発者で あるSt8.nley Fields 博士自身
がそ の著書(1) で述 べ て い る . 1987年は じめ のある午
後遅くに湧い た ア イ デ ア が, そ の後, 本法 の 開発に つ な
がり. 1987年3月 , 研究グ ラ ン トを申請し, 1988年 7月 ,
本法を用い た実際の最初の実験が行われたと い う . そ の
方法を思い 立 っ た背景, 及び最初 に行わ れた酵母 Tw o-
Hybrid法の 実験 は次の ようなもの であ っ た と い う .
出芽酵母 Sa ceha r oTn3JCe SC el･ et)isiae に お い て ガ ラ ク
ト ー ス の 利用に必須で ある酵素の 発琴を調節する転写活
性化園子 (G A LA) タ ン パ ク質分子が D N A結合 ド メ イ
ン (N 末端側) と, 転写活性化 ド メイ ン (C末端側) と
い う , ふ た つ の 機能 ド メイ ン に よ っ て構成さ れて い る こ
とを利用して , 既 に相互作用する ことが当時, 知られ て
い た .il た つ の タ ン パ ク質 (S N Fl, S N F 4) と各 ド メ イ ン
と の融合タ ン パ ク質を各々作成し, そ れ ら の間 の相互作
用を融合タ ン パ ク質同士の 間で も検出できる ことを示し
た . すなわち, ｢G AL4の D N A結合 ド メイ ン/S N Fl+ 融
合タ ン パ ク質と ｢G A L 4の転写活性化ドメ イ ン/S N F4+
融合タ ン ノヾク質とを用い て各融合タ ン パ ク質 の S NF l部
位とS N F 4部位 とが相互作用すること に よ っ て 転写活性
化国子 GAL4が機能的に再構築さ れて レ ポ 一 夕 一 過伝
千 ( β-ガ ラ ク ト シ タ - ゼ) が発萌される こと を示 した .
ふ た つ (Tw o) の融合タ ン パ ク質 (Eybrid) を作る こ
とを特徴とするこ の方法は
` `
Ye a stTw o- Hybrid Sy8te m
P
と命名された . なお, 本法を用い た最初の論文(2) は,
Fields & Song と に よ っ て , 1989年に発表され て い る .
Sta nley FieldB博士ら の最初の実験か ら15年 は ど経 っ
た現屯 本法の応用範囲は Re v e r s ed Tw o- Hybrid, On e-
Eybrid, T hr e eHybrid法な ど , そ の 方法自体が次々 に
広がるとともに , 筆者 らが最近 , 新規 Sc arfolding ( 足
場) タ ン パ ク質 (" Delphillin
”
と命名;GenBank Ac c e s-
sio n # AFO99933) をク ロ - ニ ン グ, 同定 した研究 (3)
や細胞周期制御関連遺伝子 , タ ン パ ク質が次 々 に単離,
同定さ れて行 っ た研究なども含めて , 数多くの研究者が
こ の方法を用い て , 新規の タ ン パ ク質を得る とと もに ,
新 たなタ ン パ ク質問相互作用を見い 出し て , 本法 が各研
究を強力に押し進める原動力に な っ て種 々貴重な知見を
提供し続けて い る . ｢タ ン パ ク質/タ ン パ ク質+ の 間の 相
互作用だけで なく , ｢タ ン パ ク質/D N A+, ｢タ ン パ ク質/
R N A+ な どの 間 の相互関係 に も広が る ととに , 相互作
用を換証する場とし て の宿主は ｢酵母+か ら ｢晴乳類細
脂+, ｢細菌+ に も広が っ て い る .
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3 . 酵母 Tw o,Hybrid シス テ ム の基本原理
- rBaitJ i rPr eyJ 一
酵母Tw o-Eybridシ ス テ ム の基本的な原理を (図1)
に示す. 出芽酵母Sac eha T･Om yC e B C eT･ uisLa eの転写活性
化因子 GAL4 はガラ ク ト - ス 代謝酵素遺伝子の プロ モ ー
タ ー 内 の Upstre a mActiv ating Sequenc e(U AS) に結
合し て転写を促進する . G A I+4 は DNA に結合する髄域
(D N A-Binding Do m ain ; B D) と転写を宿性化する領
域 (Activ ating Dorn ain; A D) とか ら構成されて い る .
各部位の cD N A を.別々 の ベ ク タ
ー に つ な ぎ, そ れぞれ
解析したい タ ン パ ク質 Ⅹ, Y の各 cD N Aを更 に つ な い
で各 々 の南台 タ ン パ ク質 (BD- Ⅹ, AD- Y) を合成する
よう , 各 ベ クタ ー を構築する . ふた つ の ベ ク タ ー を レ ポ 一
夕 一 過伝子を持 っ 酵母に 導入した時 , Ⅹ と Y と が結合
すると , ふ た つ の融合タ ン パ ク質が複合体 (B D- Ⅹ/A D-
Y) を形成して機能的に再構成 され U A Sに 結合して レ
ポ 一 夕 一 過伝子の転写を清性化して レ ポ ー タ ー タ ン パ ク
質を発現する こと に なる. 魚釣りで Bait(餌, え さ , お
とり) を使 っ て Prey (獲物, え もの) が捕ま っ て くる
こと に なぞ らえ て , タ ン ノヾク 質 Ⅹ を ｢B ait+, タ ン パ ク
質 Yを ｢Pr ey+ と呼ぶ . レ ポ ー タ ー 遺伝子として は , β･
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を用 い て発色反応などを行う他, 栄養
要求怪, 訴導酵素Le xA な ど硬々 の 指模が 工夫さ れ, 倭
用され て い る.
冗 画
レポ ー タ ー 耶 チ
G A L U 且s, ga18CtO8ida segeTLe upel.r 8 e r nactiv atingE3 equ e n C e
D N A･B D, D N A-binding do m ah ; A D, activatingdo meirl
X , Pr ol. ein X; Y , Protein Y
図1 酵母 TⅦc卜Hybridシ ス テ ム の 基本原理
4 . 酵母 Tw o- Hybridシ ス テム の長所と短所
酵母 Tw o-Hybrid法の 大きな特徴として は, タ ン パ ク
質同士の結合, 相互作用を検証する目的に もかかわらず,
精製 タ ン パ ク質そ の ものを扱う ことなく, そ の代わ り に
タ ン パ ク質分子を コ ー ドする cD N Aを扱う点や, ｢ 酵母
細胞核内+ と いう限られ た細胞 , 部位とは言え , in viv o
で
,
しか も
, 高感度で既知の タ ン パ ク質分子同士 の 結合
を検札 解析 したり, ま た , ある タ ン パ ク質 に結合す る
表2 酵母Tw o-tlybrid法 に おける
偽陽性ク ロ ー ン の 検証例
Bait Prey レ ポ
一 夕 - 遺伝子の 活性
p189mid P18g mid β 方 ラ ク 卜 シ ダ ー ゼ 栄 養要求性
1 Noin s e rt
2 73且it
3 N⊂)irLg e rt
4 Ball
NoizIE)E) rt
Noin f3ert
C l() n e
C l()r1 8
W hite No Growth
申hit8 No Growth
W hit¢ No Grl) Wth
Blu8 Positiv eGr owt h
W blte No Gr o w th
タ ン パ ク質を検索, ス ク リ ー ニ ン グする こと の で きる系
であると い う点などで ある . 本法はin viv o で ある ｢ 酵
母+ 細胞の ｢核内+ で の結合を検出する シ ス テ ム で あり,
そ れまで の いく つ か の in vitro で の反応と逢い , 生物細
胞内で の反応 シ ス テ ム で ある . た だ し, こ の こ と は同時
に in vi∇o とい っ て もあくま で も ｢酵母細胞+ の しかも
｢核内+ で の反応で あると い う短所ともな る . ｢酵母細胞
核内+ に元元存在するタ ン パ ク質同士の解析で無い限り,
実際の組織, 細胞 にお い て の検証が更に必要とい う こ と
で もあり, 酵母Tw o-Hybrid法で の詳細な種々 の コ ン ト
ロ
ー ル 実験 (表2) やタ ン パ ク質問相互作用を検証する
他のin vivo, in vitro の実験 (表1) など で の 確認検証
が必須で あるとも言え る . すなわち, 酵母細胞核内で た
とえ
, 結合するふ た つ の タ ン パ ク質 でも例えば実際の元
元の発現する局在部位 (例えば, 一 方 は棟内で , もう ⊥
方 は細胞膜など), ある いは発現の 時期などが もしも異
なるなら, 実際に は そ の ふ た つ の タ ン パ ク質同士が細胞
内で 実際に は出会う可能性さえな い こ と に なる . 従 っ て ,
こ の 系は, 一 般的に は試験管内の in vitr o で もな い し ,
実際のin viv o そ の もの で もな い し , そ の 中間の 系と考
える の が妥当であろう.
また, タ ン パ ク質同士の結合 (相互作用)の 検定を タ
ン パ ク質白身を精製しなくと もそ れ ら の cD N A が手元
にありさえすれば検討できる ことも大きな長所で ある .
例えば既知の タ ン パ ク質 (Ⅹ) に結合する未知の タ ン パ
ク質 (Y) を ス ク リ ー ニ ン グ して ク ロ ー ニ ン グし た い場
合に, どちらの タ ン パ ク質分子そ の もの も精製する必要
はなく, Ⅹ タ ン パ ク質を コ ー ド す る cD N A とス ク リ ー
ニ ン グ した い ( すなわち目指すタ ン パ ク質 Y の cI〕N A
ク ロ ー ン を含む は ずの) cDNA ラ イブ ラ リ ー とが用意で
きればよく, しかも, 取得できた ク ロ ー ン は目指すタ ン
パ ク質Y をコ ー ドする cDNA クロ ー ン な の で , そ の 塩
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基配列を直接すぐに解析して そ の ア ミ ノ■酸配列を明らか
に で きると い うすぐれた方法である . ｢タ ン パ ク貿分子+
とい う個性あふ れ る (したが っ て そ の 扱 い は個々 に個性
があり, ある場合に はなかなか難し い) 分子の相互作用,
結合巷 ｢DNA分子+ という, い わ ば個性の な い ( 従っ
て そ の扱 い は個性は無く比較的, 一 律に行える) 実験シ
ス テ ム と し て , しかも特別な装置や技術が必要と い う こ
ともなく, 一 般的な遺伝子工学的実験とし て 解析で きる
と い う大きなメ リ ッ トを持 つ .
近年, 過伝子工学が花盛りの*, シ グ ナ ル 伝達機構な
ど情報伝達関連分子同士の ク ロ ス ト ー ク 解析など の タ イ
ミ ン グとも重 なり, タ ン パ ク質タ ン パ ク質相互作用巷検
証する極め て有力な, そ し て最も - 般的な方法と し て ,
ま た , あ るタ ン パ ク質 に相互作用する未知ある‾い は既知
の タ ン パ ク質をス ク I) - ニ ン グするため の 強力な ス ト ラ
テ ジ ー , ツ ー ル と し て多くの研究室, 研究 プ ロ ジ ェ ク ト
に お い て 宿曜 して い る . た だ し, ス ク リ ー ニ ン グが 目的
の 実験プ ロ ジ ェ ク ト の常とし て, 成功した研究 (ホ ン モ
ノ が釣れた場合) の みが論文に な っ て 乗て い る こ とは勿
論で あり, うまく行かなか っ た例もそ の蔭 に は数限りな
くあるはずで ある ことは勿論である .
ま た , 本法で は ｢偽陽性, F且1B e-Positiv e+ が しばし
ば見られると いう ことが良く言われる . そ の 理由と し て
は, 例 えば次の ような ことを挙げる ことが で き る . Bait
タ ン パ ク.質や Prey タ ン パ ク質の 発現そ の も の が酵母細
胞内で充分量で はな い場合, Bait自身だ8ナで レ ポ ー タ ー
溝伝子を直接, 滴性化して しまう場合, Pr ey が非特異的
に 口A Sに結合 して しまうタ ン パ ク質 で ある場合な どが
そ の典型で あり, 最新の キ ッ ト に ほ そ れらを避ける こ と
が で善るい ろ い ろな工夫がされ て い る . ま た , 前述 の よ
うにin viv o, in vitro で の 他 の 実験 で 目指 し て い る
｢ホ ン モ ノ+ で あるかどうかを検証する必要があり , 酵
母Tw o- Eybrid法 で得られた ク ロ ー ン はあくまで も ｢ホ
ン モ ノ の 候補+ と考え る べ きで あり, 表 1, 義 2 で 示す
ような実験に よ っ て詳細な検証 , 確認が必要で ある .
な お , キ ッ ト と し て は , Clo nte ch社 の ｢M ATCfI-
M A K E R Tw ()- Hybrid Syste ms+ が 一 般的 に はよく使
われ て い る . 同 じ名前の 以前の キ ッ ト に 比 べ て False-
Po8itive ク ロ ー ン を排除する ペ く, さ まぎま な改良が加
えられ て い る . そ の他 に Stratage ne, Invitr oge, Pro-
m ega 社 などか ら韓々 の関連 キ ッ ト などが出され て おり,
各社 の ウ ェ ッ ブサ イ トを以下に 示す の で適宜, 参照さ れ
た い .
Clo nte ch
Str atagerle
ln vitroge n
Pr o m ega
(http://w w w.clo ntech.c o.ip/)
(http://w w w .stratage n e. c o m/)
(http://w w w .in vitr oge n.c o m/)
(htt.p://w w w.pro m ega .co .jp/)
5 . 種々の ｢Tw o- Hybrid+ 関連システ ム
｢酵母 Tw o- Ⅱybrid シス テ ム+ を基礎に して 更に 種々
の Tw o- Hyl)rid法が工夫, 開発され発展, 応用 され て い
る (衰3). そ の原理 , プ ロ ト コ ー ル な どの 詳細 は各々 ,
参考文献 , キ ッ ト マ ニ ュ ア ル な どを参照い ただくと し て
こ こ で はそ れぞれ の方法 の概略を簡潔に述 べ る .
表 3 種々 の Tw o-11ybrid関連 シ ス テ ム
D ir e cted･Ye a st Tw o
一 三yb ri d Syste m
Ye a st Tw oI Eyb ri d Sc r e e n lng
Re v e r s eTw o- Hyb ri d Syste m
M a n m 8.1ia nTw oI Eybrid Systern
Ba cteria.1 Tw o-Hybrid Syste m
Ye a 白tT hr e e- Eybrid Systern
Ye a st OIle- Hyb ri d Syste m
R8.8/So s- Re c r uitingSyste m
G8 n O 皿 e- W ide Ye a st Tw o- Hybrid Syste m
La rg81Sc ale Ye a st Tw o- ヨyb ri d Syste m
(A) ｢Directed Tw o- Hybridシ ス テ ム+
既知の タ ン パ ク質分子同士を直接本法で解析する場合,
特に, ｢Dir ected Tw cトHybrid Syste m+ と い う . そ の 両
タ ン パ ク質 の cD N A を各々, Bait(餌, えさ) 及び Pr ey
(獲物, えもの) どちらか の ベ ク タ ー に つ な い で解析す
ること になる .
(B) ｢Tw o- Hyb;idスク リ ー ニ ン グ+
本法を用い て あるタ ン パ ク質 に結合する未知もしくは
既知の相手を検索する ことを ｢Tw o- HybridSc re e ning+
と い う. Tw o- Hyb ri d Sc r e e ni g に用 い る ため の 真菌叛
由来の cDNA ライ ブ ラ リ ー と し て は, 出芽酵母 Saccha-
r o T nyC eS C e reL･isia e CDNA Library (Stratagen e 杜 ,
Bacterial Tv o- Hybrid Scr e ening 用), 及 び分裂酵 母
Schizos a cha r o T nyC e SPO mbe CD N A Libr a ry(Clonte ch)
社 , Ye a st Tw o-Hybrid Scre ening用) の 各 cD N A Li-
br a ry な どがすぐ入手で きる . 勿論 , Libr a ry を作成す
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るキ ッ トも売り出され て い る の で , どの ような真菌類で
も研究者自身で そ の poly(A)＋ RNA を出発材料として
Ye a stT∇ o -Iiybrid Scre e nimg用 eD N A Libr a ry を作成
できる . な 軌 最近の本法の技術的進歩 の ひ と つ は , 以
前 に は , まず, ラ イ ブ ラ リ - プ ラ ス ミ ド の増幅から始め
て , ラ イ ブ ラ リ ー プ ラ ス ミ ド と自分た ち の Baitを , レ
ポ 一 夕 - 酵母 に , c o-tr a n 白fe ctio n して い たが , い ま は ,
ラ イ ブ ラ 1) - プ ラ ス ミ ドに より既に ト ラ ン ス フ ォ ー ALし
た酵母集団とし て 売られ て い る製品 ｢Pretr a nsfor med
Libr a ry+ (Clontech) もある. 百分の 用途に合う ライ ブ
ラリ ー が見つ かれ ば, こ れ らを使うの も得策で あろう .
Sa c cha romyces cere uisiae, Schiz os accharo mycespo m･
be の他 , マ ウ ス , ラ ッ ト, ヒ ト各種臓器, ウ ニ , シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ
,
ア フ リ カ ツ メ ガ ェ ル
,
ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ な
ど各生物の eD N A クロ ー ン か ら成る ｢ 酵母Tw o- Hybrid
Scree ning用 ライ ブ ラ リ ー + (Clontech) や ｢Bacteriai
Tw o-Hybrid Screc ning用 ライ ブ ラリ ー + (Str atage ne)
が売り出されて い る他, 107個 の ラ ン ダ ム ペ プ チ ドを含
む ｢ラ ン ダム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラリ ー + な ども用意されて
い る .
例 えば, 近年 , 酵母 cdc (Cell division cycle) m u-
tant の 解析ともに酵母Tw o-llybrid Scre cningを用 い て
次々 と細胞周期制御に関連するク ロ ー ン が単離同定され,
本分野が分子 レ ベ ル で語 られ る ように な っ て 行 っ た .
｢酵母 cdc mlユta nt+ と いう細胞周期変異体とい う解析材
料として 酵母を用い る こ と に よ っ て , また同時に ｢酵母
Tw o-Hybrid法+ という, タ ン パ ク質タ ン パ ク質結合相
手の 探索ツ ー ル と して も, 酵母を用いる こと に よ っ て ,
そ の 分野の 研究が飛躍的に進歩して釆た. すな わち , 醍
母を研究対象 (酵母 cdc m uta nt) とし て も, また, 研
究 ツ ー ル (酵母Tw o-Eybrid法) とし て も宿用すると い
うかた ち で, 細胞周期制御研究の 分野に 酵母が二重 に多
大な貢献をして 来たと い える . 本法を用い て ク ロ ー ン 化
同定された細胞周期制御関連遺伝 子, タ ン パ ク質 の例
(表4) は枚挙に い とまが無 い は ど多数で あり , ま た ,
最 近 , 酵 母 Tw o-Hyb ri d法 を 用 い て Sa c cha T10 TnyCe S
ceT･e L'isia eの 細胞周期制御機構で機能して い る と同意さ
れ たタ ン パ ク質問相互作用の は ん の 一 例 (表5) を挙げ
た . も しも本法が開発され て い なければ, あ る い は開発
される のが遅れ て い たな らば , 細胞周期制御機構の研免
少なくとも分子 レ ベ ル で の そ の研究 はど こま で進ん で い
たか疑問で あろう. 本法なし に は こ の分野に限 らず , あ
表4 酵母Tw o- Hybri.
d Sc r e ening を用 い て ク ロ ー ン 化
された細胞周期制御関連タ ン パ ク質 の例 p
繊 維 タ ン パ ク質 文 献
C D E4/C D K 6 inhbito r B p15 4
R b f8 rnily m e mbe r
R bpho sphat且E;e
R b-bindingtra n s criptio nf白.CtO r
Gen e ral CD 壬【inhibitors
C A R Cyclin
C DK T hr161phosphat8.8 e
N BCk pr otein
p16 5
p18 5, 6
p19 5, 7
p130 8
P P l-α2 9
E 2 F-4 10,ll
E 2 F15 10,12
p21 13
p27 14
Cyclin 甘 15
K A P 16
C D ll 17
N i81 18
表5 酵母Tw o-Hybrid法を用い て 同定され たSaccha ･
roTnyC eS C e r e UIsia eの細胞周期制御に関連するタ
ン パ ク質問相互作用の例
相互作用 の確認報告された 2種の タ ン パ ク質 文 献
N占i 1 S E S I
Yvhi Y P H I
C dc5 W e 81 kin a B e
Hs17 Sw el
C dc15 kiコ1 8.6 e Te 血l G T Pa 8 e
C dc6 Mc 皿2
C dcll Ecc4
SY F Isyl, Cefl, Prp22, Ntc20
ら ゆる生命現象の分子 レ ベ ル の解析が遅れて い たはずで
あると言 っ て も過言で はな い . 海よそすべ て の生命現象
は細胞内で機能するタ ン パ ク質が相互に制御鋼帯しあ っ
て起きて いる事象であるから である.
(C) ｢R8 VerSe Tw o- Hybrid シ ス テ ム+ ｢Re v8rS80n8-
Hybrid シ ス テ ム+
タ ン パ ク質問の 結合を検証する こ と が元元の Tw o-
Hybrid法で あるが , 逆 に , タ ン パ ク質同士の 結合を阻
害するかどうかを検定したり, 結合を阻害する相手を見
つ ける目的で組まれた系が ｢R e verse Tw o- Hybrid Sys-
te m+ で ある (27). こ れ は ｢タ ン パ ク質/タ ン パ ク 質+
の結合の みならず, ｢タ ン パ ク質/D N A+ (rRe v e r s eOn e-
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HybridSyste m+)や ｢タ ン パ ク質/R NA+ 間の 結合を阻
害する相手を見つ ける こと に も応用され て い る.
(D) ｢Ma m m 8Iia nTw o-Hybrid シ ス テ ム+ ｢B8CteriaE
Tw o- Hybridシ ス テ ム+
酵母Tw o-hybrid SyBte m は酵母細胞内で そ の 反応を
行うの で , 晴乳額タ ン パ ク質などを解析する とき , 発現
したタ ン パ ク質がin vivo で本来の confo r m atio nを取 っ
て い る と は必ずしも言えな い と考えられる.
しか る に こ の ような嘱乳類 タ ン パ ク質の 相互作用を検
証する時, 解析の 場として の宿主を酵母で は なく , 直接,
噂乳類細胞に する の が良い と思われ, そ れ を実現 した の
が ｢M a m m a.1ian Tw o- Hyb ri d SyBte 皿+ で ある .
同様 に解析, 反応の墳とし て の宿主を酵母 で はなく,
細菌に した系 ｢B&cterialTw o-flybrid Syste m+ が最近,
開発さ れ た . 大腸菌を宿 主と す る ｢BacterioM atch
Tw oIEybridSyste m+ (Stratege ne) キ ッ ト が そ れ に あ
たる . 細菌は酵母よりも培養時間もはるか に短析で きる
など∴取り放 いやすく, 遺伝子工学的実験もやりやす い
な ど有利な面もある.
(E) ｢帝母 Three- Hybridシ ス テ ム+
Tw o ･hybrid法 の慮理 は単純化すれ ば , 転写清性化因
子の D N A結合部位と転写活性化部位の間を結ん で 転写
国子を再構成する こと にあ る . 同様な ことが起 こ るなら,
ふ た う以上の 因子の相互作用を解析する ことが可能であ
る (｢酵母 T hr e - Hybrid法+). ｢R N A-ProteiJl 恥 brid
Hunte rEit+(In vitr oge n) な どが これ に あたり , R N A
結合タ ン パ ク質と標的R N A との相互作用を検出するた
め の キ ッ ト で ある . ま た , R N Aの み ならず, そ の 他
｢第三の 別の タ ン パ ク質+, ｢低分子化合物+ な どが ふ た
つ の タ ン パ ク質同士の結合に必要な場合な どが考え られ
る ･ ｢第三 の別 の タ ン パ ク質+ の ひ と つ の 例と し て は ,
ふ た つ の タ ン パ ク質が結合するの に リ ン 酸化されるなど,
修飾される必要がある場合な どが これ に 当たる . つ まり,
｢第三 の 別の タ ン パ ク質+ とし て こ の場合に は リ ン 酸化
酵素が それに あたる例である . ｢pBridge Ve cto r+ (Clon -
te ch) は こ の よう に 3穫の タ ン パ ク質が関わる場合 に使
うため の ベ ク タ ー で ある.
(F) ｢辞母 One - Hybrid シ ステ ム+
｢酵母 One- Hybrid法+ と は特定の D N A配列と結合
するタ ン パ ク質を解析したり, ス ク リ ー ニ ン グす.る方法
である. す なわち , レ ポ ー タ - 遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 領
域 に問題にする D N A配列を組 み込み , そ の 棲的 DN A
配列に , A Dとの融合タ ン パ ク質が結合すると レ ポ ー タ ー
遺伝子の 転写が活性化され , 発現が起こると い う原理 で
あり, 各種キ ッ ト があ る .
(G) ｢Ras/So s- Re c r uiting シ ス テ ム+
従来の Tw o-Hybrid法は核内で の転写反応の活性化に
基づ い て タ ン パ ク質タ ン パ ク質相互作用を検出して い た
が , こ の 方法 ｢Ras/So s-Rec mi tirlg Syste m+ は, 療的
タ ン パ ク質を ミ リ ス チ ル化配列との融合タ ン パ ク質とし
て発現させ , ま た, Bait タ ン パ ク質は ヒ ト So8 タ ン パ ク
質と の 融合タ ン パ ク質 と し て 発現させ て Ra s シ グ ナ ル
伝達系の 活性化でタ ン パ ク質問相互作用巷検出する系で
ある . 従 っ て , ｢核内+で はなく, ｢細胞質+ で の タ ン パ
ク質問相互作用を見て いる こ と にな る. 生体内で は とん
どの タ ン パ ク質は細胞質内に局在するの で本法を用い れ
ばこれら の タ ン パ ク質同士の解析は従来法で の ｢棟内+
で の検証で は無く , よりin vivo に 掛 ､環境 で の検証と
言える . ま た宿主の転写に影響を及ぼすタ ン パ ク質や翻
訳後修飾に より機能を発揮するタ ン パ ク質, 膿結合型タ
ン パ ク質など の タ ン パ ク質問相互作用研究に利用できる
な ど の 利点 もあ る . ｢CytoTr ap Tw o- Hybrid Eit+
(Str atagen e) が そ れ にあたる . 尚, 生体膜 に結合し て
い るタ ン パ ク質は疎水性で ある もの が多く , そ の Tw o一
日ybrid解析は難し い . 最近 , Field8博士らが上記の シ
ス テ ム も含めて , そ の あたりを総説 (28) とし て ま とめ
て い る .
6 . 酵母 Tw o -hybrid法によ るプ ロ テ オ ミク ス 解
析: ｢ゲ ノ ム ワイ ド(網羅的) 酵母Tw o-hybrid
解析+ ｢ 大規模Tw o-Hybridス ク リ ー ニ ン グ+
によるタ ンパ ク質問相互作用ネ ッ トワ ー クの 構
築
a
Highthrough -pnt
b 解析を目指す網羅的プ ロ テ オ ミ
ク ス の 一 環 とし て の酵母 Tw o-Eybrid版 である . 最近 ,
こ の ｢ ゲノ ム ワ イ ド (網羅的) 酵母Tw oI Eybrid+ 解析
が出芽酵母Sa ccha roTnyCeS CeT･ Z)isia eを対象と し て 実
際に進められて い る (29-31). 例 え ば酵母の 全 ORF を
Bait及び Prey と して 発現する株の バ ン ク を接合型 a 及
び α の異な る ホ ス ト を用 い て 作製し, 両者 で接合をさせ,
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2倍体接合型酵母細胞 (a/a) 内で Tw o-Hybridを構成
した陽性ク ロ ー ン を選択して そ のク ロ ー ン 細胞内申に共
存する Baitと Prey プ ラ ス ミ ドの 塩基配列を解帆 同定
して 行く.
出芽酵母 Sacchar o myc e s.eere uisia eの 全ゲ ノ ム 配列
が決定, 発表され た (h ttp=//ge n o m e. w ww .stanfo rd.
edu/Sa c cha r o myc e s/など) 級, い わ ゆ る , ポ ス ト シ -
ク エ ン ス プ ロ ジ ェ ク ト の 代表的な存在と して本酵母の プ
ロ テ オ ミ ク ス 解析の中心に な っ て い る の が, 解読され た
全ゲ ノ ム を体系的に機能解析を行い 発現制御ネ ッ ト ワ ー
ク
, タ ン パ ク質問相互作用ネ ッ ト ワ ー クを構築すると い
う作業である. 真核生物とし て ほ最もはやく本酵母の 全
ゲノ ム 配列が決定された こともあり, ま た真核生物の モ
デ ル細胞の意義もあり, 他の 真核多細胞生物 に先立 っ た
パ イ オ ニ ア 的な役割も担 っ て 出芽酵母Saccha ro myce s
c er e L･i8ia eの 体系呪 術羅的タ ン パ ク質相互作用の 解析
が精力的に進められて い る . 本稿 の酵母 Tw o- Hybrid法
は, そ の 中舷的基盤テ ク ノ ロ ジ ー , 解析 ツ ー ル と して 宿
曜して おり, 例えばSa c chaT10 myCeS C ereUisia e細胞内の
タ ン パ ク質相互作用ネ ッ ト ワ ー ク の デ ー タ ベ ー ス (http:
//ge nom e.c .kanazaw a- u/ac.jp/Y 2E/など) も作成さ れ
て い る . そ の日的で ｢大規模 Tw o-Hybridス クリ - ニ ン
グ, La rge･Sc ale Tw o-Hybrid Scre ening+ も行われて お
り, それらの 相互作用デ ー タ を統合して , す で に数千の
タ ン パ ク質の連結され た巨大ネ ッ ト ワ ー ク が形成されて
い る (31). Sa c char olnyCeS Be r e t)isia eで の これら解析,
経験を騰まえ て , 更に ヒ ト をはじめ, 他生物に お ける 同
様な解析が進むはずで あり, 各生物で の本解析に よ っ て
従兎 想定さえされ て来なか っ た ような新たな タ ン パ ク
質問相互作用や生物現象の 間の 新たな連関が見い 出され
て行く可能性もあり, 生命現象の理解が飛躍的に 進む こ
とも期待され て い る .
7 . まとめ
分子生物学の発達を反映した遺伝子工学の爆発的な進
歩ほ, 科学 の さまざまな分野の みな らず, 社会全休に大
きなイ ン パ ク トを与え て い るが , 美園医学生物学研究を
含めて , 基礎医学, 臨床医学に お い て も, そ の 重要性 は
日 々 , 増大し て い る. そ し て･, ∫. M o nod の ｢ ある生物
の合目的的な機能や構造はす べ て , そ れ が い か なるもの
で あれ , 原則として , 1個, 数個 , あ る い は非常に 多数
の タ ン パ ク質 の立体特異的な相互作用に帰せられ ると い っ
て よ い+ (｢偶然と必酪+)という言薬を待 つ まで もなく,
生体内の多くの タ ン ノー ク質はタ ン パ ク質複合体と･して ,
また , 他の タ ン パ ク質と の相互作用の元に存在し, 機能
して い る . そ れ を解き明かす ことを目的とするタ ン パ ク
質問相互作用研究の分野も, ｢酵母Tw o- Fybridシ ス テ
ム (Ye ast Tw o- HybridSyste m)+と いう酵母を用い た
最新の分子生物学的手法の導入に より, 革命的な退歩を
遂げ つ つ あ る . 本稿で は, タ ン パ ク質問相互連関機構や
タ ン パ ク質複合体の構造機能を解明, 探索する ペ く , 各
研究分野に お い て 活躍して い る ｢ 酵母Tw o- Hybridシ ス
テ ム+ に つ い て そ の概括を紹介した . タ ン パ ク質問の相
互作用, 情報伝達分子同士の ク ロ ス ト ー ク な ど
, 長 らく,
極め て榎雑なネ ッ ト ワ ー ク か ら成る こ の ような生命現象
は当分のF乳 解明不可能とし て しか扱われなか -' た も の
の
, 近年で は分子同士の相互作用や, 情報伝達分子間の
シ グナ ル伝温 情報伝達経路の ク ロ ス ト ー ク が分子の言
葉で語る ことが で き るよう に なり つ つ ある . こ の 手法に
より筆者らが ク ロ - ニ ン グ , 同定 した新規 Sc affold-
ing (足場) タ ン パ ク質 (Delpbilin) の 研究 (3) も含
めて
, 従来 の手法で は得られなか っ た貴重な情報が各分
野で蓄積され つ つ あ る. 更 に は, ｢タ ン パ ク質/タ ン パ ク
質+ 間にと どまらず, ｢タ ン パ ク質/D N A+ 閤や , ｢タ ン
パ ク質/R N A+ 間など, 他の分子間の相互作用や, ま た ,
｢ 酵母+で はなく, ｢噂乳額細胞+ や ｢細菌+ を宿主 に用
い て それら細胞内で の相互作用を用い た系や , ｢ゲ ノ ム
ワ イ ド (網羅的) Two-Ⅲybrid法+ などに も進化し続け
ており, ｢ポ ス ト ゲ ノ ム+｢ポ ス ト シ ー ク エ ン ス+ 時代に
入 っ た新世紀の生命科学研究の中心テ ー マ , 機能プ ロ テ
オ ミ ク ス (Ftl n Ctio n al Pr oteomics, P hysiologicaLI Pr o-
t8 0 mics) の 中JL.基盤技術と して も期待され て い る .
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